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Abstract 


An apparatus for carrying out laser-induced two-photon fluorescence correlation spectroscopy 
(TPA-FCS), in which a plurality of volumes (6) are delimited or defined in the apparatus in such 
a way that samples (3) introduced into these volumes can be excited and observed in parallel 
by means of a single laser (1). Such an apparatus is e.g. used to screen active compounds. 
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(§) Vorrichtung zur parallelisierten Zweiphotonen-Fluoreszenz-KoiTelatlons-Spektroskopie (TPA-FCS) und daren 
Verwendung zum Wirkstoff-Screening 

@ Eine Vorrichtung f Or die Durchf uhrung von Laser- Induzier- 
ter Zweiphotonen-Fluoreszenz-Korrelatfons-Spektroskopie 
(TPA-FCS), bei dar mehrare Volumina (6) darart In dar 
Vorrichtung umgrenzt bzw. defini8rt sind, daft In diesan 
Volumina elngebrachte Proban (3) mittels eines ainztgen 
Lasers (1) anregbar und parallel beobachtbar sind. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung 
fttr die DurchfQhrung von laser-induzierter Zweiphoto- 
nen-Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopte (TPA- 
FCS) sowie die Verwendung einer solchen Vorrichtung 
zum Wirkstoff -Screening. 

Bei der Untersuchung kleinster und moiekularer 
Strukturen werden je nach Anwendungsgebiet und Auf- 
bau bzw. Art der zu analysierenden bzw. beobachten- 
den Proben verschiedene Spektroskopieverfahren und 
entsprechende MeBvorrichtungen eingesetzt 

Die PCS beruht auf der Beobaehtung der Fluoreszenz 
aus einem sehr kleinen Ausschnitt aus einem Probenvo- 
lumen, dem Beobachtungsvolumen. Im Mittel befindet 
sich in diesem Ausschnitt nur eine kleine Anzahl von 
fluoreszierenden Partikeln. Urn diesen Mittelwert her- 
um schwankt die Anzahl der Partikel im beobachteten 
Voiumen statistisch durch thermische Diffusion in einer 
ruhenden FlQssigkeit oder durch kollektive Bewegung 
in einer strdmenden FlQssigkeit Die schwankende An- 
zahl von fluoreszierenden Partikeln im Beobachtungs- 
voiumen fQhrt zu zeitlichen Schwankungen der Fluores- 
zenz. 

In D. Magde, EX. Elson, W.W. Webb, Phys. Rev. Lett 
29 (1972), 705-708, R. Riegler, P. Grasselli, M. Ehren- 
berg, Phys. Scr. 19 (1979), 486-490, und N.L. Thompson, 
Topics in Fluorescence Spectroscopy, Vol 1" (J.R. La- 
kowicz, Ed.), Plenum Press, New York, 1991, 337-410, 
sind bisherige MeBanordnungen mittels der Huores- 
zenz-Korrelations-Spektroskopie beschrieben, bei de- 
nen ein speziell definiertes Beobachtungsvolumen 
durch eine Anordnung erzielt wird, die konfokale Mi- 
kroskopie genannt wird. Die konfokale Mikroskopie 
wird in den Dokumenten T. Wilson, C Sheppard, Theo- 
ry and Practice of Scanning Optical Microscopy", Aca- 
demic Press, New York, 1984, und T. Wilson (Ed), "Con- 
focal Microscopy*, Academic Press, London (1984), be- 
schrieben. Dabei handelt es sich urn eine Standard-Mi- 
kroskopanordnung, bei der in Beleuchtungs- und Beob- 
achtungsstrahlengang jeweils in einer Zwischenbildebe- 
ne Pinhole-Blenden angebracht sind, so daB das Bild der 
Beleuchtungsblende in dem untersuchten Objekt genau 
auf die Off nung der Beobachtungsbleiide fellt Dadurch 
kann das beobachtete Voiumen auf einen sehr engen 
Bereich in der Objektebene beschrankt werden, aber 
der instrumentelle Aufwand ist unbefriedigend hoch. Zu 
diesem hohen apparativen Aufwand kommt noch die 
aufwendige Justierung und die hohe Anfailigkeit bezug- 
lich Schmutz und Erschiitterung hinzu, so daB insbeson- 
dere Messungen vor Ort nicht durchgefOhrt werden 
kdnnen. 

In K.M. Berland, PXC. So, E. Graton, Two-Photon 
Fluorescence Correlation Spectroscopy: Method and 
Application to the Intracellular Environment" Biophy. J. 
68 (1995), 694-701, wird die TPA-FCS in intrazellularer 
Umgebung eingesetzt Auch hier wird mit einem auf- 
wendigen Mikroskop, allerdings ohne Pinhole- Blende 
im optischen Strahlengang, gearbeitet Der Nachteil 
dieser Vorrichtung ist der, daB aufgrund des aufwendi- 
gen Mikroskopes ebenfalls keine Messungen vor Ort 
durchgefilhrt werden kdnnen und darttberhinaus nur ei- 
ne Probe gleichzeitig untersucht werden kann. Die Mes- 
sung ist mit hohem Zeit- und MeBaufwand verbunden, 
da gerade das Auswechseln der Probe und die daraufhin 
erforderliche Justierung des Mikroskops sehr lange 
dauert Eine Untersuchung in groBerem MaBstab kann 
mit einem solchen Labor-MeBaufbau nicht durchge- 



fuhrt werden. 

Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
dung, eine Vorrichtung fttr die TPA-FCS vorzusehen, 
mit der die Untersuchung von Proben eff ektiver, schnel- 
5 ler und kostengunstiger erf olgen kann. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist 
es eine Vorrichtung fttr die TPA-FCS und ein Verfahren 
vorzusehen, die fttr Wirkstoff-Screening eingesetzt wer- 
den kann. 

to Diese Aufgaben der vorliegenden Erfindung werden 
durch eine Vorrichtung erreicht, wie sie in Anspruch 1 
definiert ist Vorteilhafte Weiterbildungen sind in den 
Unteransprttchen definiert 

Die Aufgabe der Erfindung wird mithin gelost durch 
is eine Vorrichtung fur die Durchfuhrung von laser-indu- 
zierter Zweiphotonen-Fluoreszenz-Korrelations-Spek- 
troskopie (TPA-FCS), wobei mehrere Volumina derart 
in der Vorrichtung umgrenzt bzw. definiert sind, daB in 
diesen Volumina eingebrachte Proben mittels eines ein- 
20 zigen Lasers anregbar und parallel beobachtbar sind. 
Durch den parallelisierten Aufbau der MeBvorrichtung 
wird erreicht, daB mehrere Proben zeitgleich und ne- 
beneinander beobachtet werden kdnnen. Die notwendi- 
ge Laserstrahlung wird so eingesetzt, daB mehrere Pro- 
25 benvolumina umgrenzt werden und die so definierten 
Volumina unabhangig voneinander untersucht werden 
kdnnen. Es ist so beispielsweise auch moglich eine Pro- 
be gegen eine andere auszutauschen, ohne die Beobaeh- 
tung der anderen Proben unterbrechen zu mttssen. Auf 
30 diese Weise kdnnen Proben industriell untersucht wer- 
den, ohne daB die Vorrichtung jedesmal neu eingerich- 
tet werden mQBte. Die gesamte Untersuchung wird mit 
einem einzigen Laser durchgefuhrt und ermdglicht so 
die effrrientere, schnellere und kostengunstigere Unter- 
35 suchung von Proben. 

In einem besonders bevorzugten Ausfuhrungsbei- 
spiel der vorliegenden Erfindung ist eine Vorrichtung 
vorgesehen, in der der Laserstrahl des Lasers derart 
modifiziert ist, daB er mehrere Fokusbereiche, insbeson- 
40 dere Fokusbereiche von weniger als 3 jim, bevorzugt 
von weniger als 1 \wx radialer Ausdehnung, aufweist, die 
die Volumina definieren und in denen Proben beobacht- 
bar sind Ein Laserstrahl kann auf verschiedene Weise 
modifiziert werden: Er kann durch einen Strahlenteiler 
45 geteilt und in den verschiedenen Strahlengangen fokus- 
siert werden. Der Laserstrahl kann aber auch beispiels- 
weise in einem ersten Fokussierbereich fokussiert wer- 
den, durch ein zweites Element wieder geradegerichtet 
bzw. auf einen zweiten Fokussierbereich fokussiert wer- 
50 den, eta So kann leicht in einem Strahlengang eine "Ket- 
te" von hintereinandergeschalteten Fokussierbereichen 
erzeugt werden, in deren einzelnen Fokussierbereichen 
bzw. MeBzellen die entsprechenden Proben beobachtet 
werden konnen. Diese beiden Anordnungen kdnnen 
55 auch miteinander kombiniert werden, so daB verschie- 
dene parallele Strahlengange ihrerseits in Reihe hinter- 
einander in verschiedene Fokussierbereiche unterteilt 
werden kdnnen. Die radiale Ausdehnung des im Regel- 
fall GauBschen Strahlengangs des Lasers kann dabei so 
60 gewahlt werden, daB auf kiirzester Ausdehnung in 
z-Richtung eine Abmessung von weniger als 2, vorzugs- 
weise von weniger als 1 pm erreicht wird. Damit wird 
das Voiumen, in dem die Intensitat des Laserstrahles so 
hoch ist, daB TPA-FCS betrieben werden kann, klar 
65 definiert Aufgrund der quadratischen Abhangigkeit der 
Fluoreszenz von der Anregungsintensitat durch den La- 
ser kann das zu beobachtende Probenvolumen auf we- 
nige pm 3 , insbesondere auf weniger als 1 p.m 3 , be- 
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ab^ gerade beim Wirkstoff- ner Auswerteeiektrori 



4 

schrankt werdea Dies ist aSETgerade beim Wirkstoff- ner Auswerteeiektronik verbindbarer Photodetektor — 
Screening von Vorteil, da eine Schadigung der Bestand- Photomultiplier oder Halbleiterdetektor — vorgesehen, 
teile in der ttbrigen Probe vermieden wird, in der die auf den der Fluoreszenzstrahl einer jeden Probe vor- 
Laserintenshat aufgrund der extremen Fokussierung zugsweise in einem Winkel von 90° abgebildet ist. 
des GauBschen Strahls viel zu gering ist, um diese zu 5 Durch diese Anordnung kann die Fluoreszenz von der 
schfidigea Aus diesem Grund kann das Verfahren auch Probe mittels einer Autokorrelationsanaiyse in der 
in Zellorganismen eingesetzt werdea Ein weitere Vor- nachfolgenden Auswerteeinheit ausgewertet werdea 
teil ist darin zu sehen, daB aufgrund des kleinen Beob- Aus dem Verlauf der gemessenen normierten Autokor- 
achtungsvolumens statistische Schwankungen um den reiationsfunktion konnen die mittleren Verweildauern 
Mittelwert in Bezug zum Mittelwert groB genug sind, 10 der Partikel im Beobachtungsvolumen ermittelt werden. 
um ausgewertet zu werden. Eine einfache Unterscheidung zwischen komplexierten 

In einem weiteren vorteilhaften Ausfiihrungsbeispiel und freien Partikeln kann durch Bestimmung des 
der Vorrichtung der vorliegenden Erfindung sind Ob- 50%-Wertes der normierten Autokorrelationsfunktion 
jektive, insbesondere optische Objektive, derart vorge- erfolgen, der sich bei der Komplexierung zu lJLngeren 
sehen, daB der Laserstrahl mehrmals fokussiert ist Die 15 Zeiten verschiebL Auf diese Weise kann einfach zwi- 
Fokussierung des Laserstrahls kann grunds&tzlich auf sehen gebundenem und freiem Referenzstoff getrennt 
verschiedene Weisen erfolgen, sei es durch thermische und so Wirkstoff-Screening betrieben werdea 
oder optische Linsen, sei es durch die Ausnutzung be- Die Volumenkonzentration der fluoreszierenden Par- 
stimmter Eigenschaften von Lichtwellenleitern, eta Die tikel kann mit der vorliegenden Erfindung ebenfalls ge- 
Verwendung von optischen Objektiven hat den Vorteil, 20 messen werden. 

daB diese Ieicht zu beschaffen und preiswert sind, so daB Die Gesarntfluoreszenzintensitat, die auf den Detek- 
der Laserstrahl bevorzugt mittels optischer Objektive, tor trifft, steigt linear mit der Konzentration der fluores- 
d. h. beispielsweise Linsen oder Mikroskoplinsen, fokus- zierenden Partikel und quadratisch mit der Spitzenlei- 
siert wird. Umso weniger Verluste der Laserstrahl beim stung der Anregungslichtquelle. Eicht man die Sonde 
Durchtritt durch eine solche Linse erleidet, um so mehr 25 mit einer bekannten Konzentration von Partikeln bei 
Proben konnen in Reihe geschaltet parallel beobachtet konstanter Anregungsintensitat, so kbnnen unbekannte 
werden. Der Verlust beim Durchtritt durch die Probe ist Konzentrationen aus ihrem Gesamtfluoreszenzsignal 
verschwindend gering. Die Fokussierung in der MeBlo- bestimmt werdea 

sung kann auch durch Eintauchen einer Monomode- Die Abbildung des Fluoreszenzstrahls erfolgt vor- 
Lichtfaser erreicht werdea 30 zugsweise Qber ein zweites Objektiv bzw. Qber eine 

Bei einer weiteren vorteilhaften AusfQhrungsform insbesondere optische Linse und/oder ein Filter. Da- 
der erfindungsgemlBen Vorrichtung ist als Laserquelle durch kann die Intensity und die Welleniange des an- 
ein TirSaphir Laser, insbesondere ein gepulster moden- kommenden Strahls richtig eingestellt und begrenzt 
gekoppelter Laser mit Pulsen von 80 bis 100 fs FWHM werdea Die Detektion der Partikeffiuoreszenz erfolgt 
(tull width ® half minimum) vorgesehea Dieser Laser 35 demnach fiber eine einfache optische Abbildung mittels 
kann mit einer Repetitionsrate von 76 MHz betrieben Linse bzw. Qber eine Lichtleitfaser, wobei das zuriick- 
werdea Durch die Wahl des Ti:Saphir Lasers wird ein laufende Fluoreszenzlicht iiber einen Phasenkoppler 
bewahrter Laser eingesetzt, der handelsiiblich erhaltlich auf die Photokathode eines Photomultipliers oder auf 
ist und in verschiedenen Welienlangenbereichen einge- einen Halbleiterdetektor ausgekoppelt wird Das TPA- 
setzt werden kann. Diese Flexibilitat innerhalb des Ab- 40 Anregungslicht wird vor dem Detektor mit einem Inter- 
stimmbereichs ist insbesondere dann von VorteD, wenn ferenz- oder KurzpaBfilter vom Fluoreszenzlicht ge- 
aufgrund der Probenbeschaffenheit bzw. der unter- trennt Die Auswerteeiektronik kann vorzugsweise ei- 
schiedlichen Markierung der Referenzstoff e unter- nen Verstarker f Or das Signal vom Photomultiplier und/ 
schiedliche Anregungsbereiche erforderiich sind Durch oder einen Korrelator und/oder einen Rechner umfas- 
die kurzen Pulse werden Spitzenleistungen erreicht, die 45 sea Hierdurch Jassen sich die Informationen nochmals 
auch bei einem geringen durchschnittlichen Leistungs- deutlicher herausfiltera verstSrken und auswertea 
niveau die fiir die TPA-FCS notwendige Leistung in Weitere Komponenten wie Computerkarten, digitale 
dem Beobachtungsvolumen bewirkea Die Repetitions- Filter, etc. konnen nach Belieben eingesetzt werdea Ei- 
rate von 76 Mhz ermdglicht eine gute Erfassung der ne solche AusfOhrungsfonn der vorliegenden Erfindung 
Korrelatioa Der Laser kann beispielsweise mit einer 50 zeichnet sich dadurch aus, daB sie ohne aufwendige mi- 
mittleren Leistung von 1 W betrieben werdea Eine ho- kroskopische Apparaturen auskommt 
he Anregungsintensitat — eine Voraussetzung fUr eine Ein weiteres vorteilhaftes Ausfiihrungsbeispiel der 
effektive Zweiphotonenanregung - wird diirch Ver- vorliegenden Vorrichtung zeichnet sich dadurch aus, 
wendung von Lichtpulsen mit hohen Spitzenleistungen daB je Probe ein Photomultiplier vorgesehen ist und alle 
erreicht 55 Signale der Photomultiplier zu einem Rechner weiter- 

Bei einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform geleitet werdea So kann pro MeBvolumen durch den 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung sind mindestens 4 Einsatz eines Photomultipliers die Fluoreszenzstrah- 
Proben, vorzugsweise mindestens 10 Proben, insbeson- lung aus jedem Probenvolumen gleichzeitig bzw. paral- 
dere bis zu 100 Proben, parallel beobachtbar. Die An- lei erfaBt werden, und diese resultierenden Signale an 
zahi der beobachtbaren Proben hangt von der erreich- 60 einen Rechner weitergegeben werden, in dem sie dann 
ten Strahlgeometrie, von den Verlusten der verwende- beispielsweise im Multiplexverfahren ausgewertet wer- 
ten optischen Elemente, von der Leistung, mit der der den kdnnea Auf diese Weise ist eine effiziente Methode 
Laser betrieben wird, von der DurchlSssigkeit der Pro- bereitgesteUt, mehrere Proben parallel zu untersuchen 
ben, der Kapazitat der Auswerteeinheit, etc. ab. Bei ge- und eine Vielzahl von Signalen parallel zu erfassen und 
eigneter Wahl der entsprechenden Parameter konnen 55 auszuwerten. 

auch bis zu 1000 Proben parallel beobachtet werdea Bei einer weiteren vorteilhaften Ausfiihrungsform 

In einem speziellen vorteilhaften Ausfuhrungsbeispiel der Vorrichtung der vorliegenden Erfindung sind die 
der vorliegenden Vorrichtung ist mindestens ein mit ei- Proben in einer Linie angeordnet, und der Laserstrahl 
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tritt geradlinig durch die ProDenhindurch. Durch diese 
Anordnung kann der Laserstrahl mit seiner gesaraten 
Energie hindurchgefahrt werden, so daB mit einer mo- 
deraten Pumpleistung des Lasers selbst nach Abzug der 
vernachlassigbaren Verluste beim Durchtritt durch die 
Optik und die einzelnen Proben eine genttgend hohe 
IntensitSt der Laserstrahlung erreicht werden kann. Mit 
dieser Anordnung ftihrt die geradlinige Hintereinander- 
schaltung von MeBzellen zu einem einf achen und wenig 
stdranf alligen Aufbau. 

Bei einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform der 
vorliegenden Erfindung wird eine Vorrichtung bereitge- 
stellt, bei der eingerichtete und fokussierte Objektive 
f Or den Laserstrahl und/oder den Fluoreszenzstrahl ar- 
retiert sind. Durch diese Arretierung der Optik auf die 
defmierten Probenvolumina kann nun eine industrielle 
Verwendung der Vorrichtung erfolgen: Die einmal arre- 
tierte Vorrichtung muB nach dem Auswechseln der ein- 
zelnen Proben nicht mehr neu justiert und eingerichtet 
werden. Die Fluoreszenzstrahlung wird fiber die Photo- 
multiplier erfaBt und ausgewertet. Daraufhin kann die 
Probe ausgetauscht werden und direkt eine weitere Un- 
tersuchung der neuen Probe erfolgen. Da mehrere 
MeBzellen zur VerfQgung stehen konnen so gleichzeitig 
n neue Proben in die Vorrichtung eingebracht werden, 
so daB die industrielle Auswertung von Proben ermog- 
licht wird Durch automatisiertes Probenhandling kann 
so ein hoher Durchsatz an Proben erreicht werden, oh- 
ne daB die Vorrichtung eines hohen Wartungs- und Ju- 
stieraufwands bedQrfte. 

In einem besonders bevorzugten Ausfahrungsbei- 
spiel der vorliegenden erfindungsgemaBen Vorrichtung 
wird diese zum Wirkstoff-Screening verwendet Auf 
diese Weise ist es moglich, die Vorzuge dieser erfin- 
dungsgem&Ben Vorrichtung bei der Untersuchung von 
Wirkstoffen einzusetzen und so beispielsweise mehrere 
zu untersuchende Wirkstoff e zu beobachten, die beim 
negativen Ausgang des Tests direkt auf einmal ausge- 
schlossen werden. Durch den parallelen Einsatz mehre- 
rer MeBzellen und einem automatisierten Probenhand- 
ling konnen so innerhalb kurzester Zeit groBe Mengen 
an Wirkstoffen getestet werden, ohne daB die Vorrich- 
tung jedesmal neu eingerichtet werden mOBte. In ruhen- 
den Flussigkeiten konnen der trahslatorische Diffu- 
sionskoeffizient der fluoreszierenden Partikei und ihre 
Anzahlkonzentration gemessen werden. 

Insbesondere Veranderungen des Diffusionskoeffi- 
zienten, wie sie beispielsweise bei Anlagerung eines an- 
deren Partikels an die fluoreszierenden Partikei auftre- 
ten, fassen sich so messen. Es konnen also Komplexie- 
rungsreaktionen physikalischer und biochemischer Na- 
tur gemessen werden, sofern nur einer der beteiligten 
Reaktionspartner eigenfluoresziert oder mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff markiert ist Bei Verwendung 
mehrerer fluoreszierender Partikelsorten gleichzeitig 
kann, wenn die Emissionsspektren der einzelnen Farb- 
stoffe geeignet gewahlt wurden, durch Wahl der Beob- 
achtungswelienlange uber entsprechende Detektionsfil- 
ter zwischen den Partikelsorten unterschieden werden 

Die Methode ist auch fOr eine Anwendung mit einem 
starken Hintergrund von anderen, nichtfluoreszieren- 
den Partikeln geeignet, da die Detektion nur auffluores- 
zierende Partikei anspricht Diese Eigenschaften lassen 
eine solche Einrichtung als geeignet zum Nachweis bio- 
chemischer Erkennungsreaktionen sowohl direkt als 
auch in einem Verdrangungsversuch erscheinen. 

Der einfache optische Aufbau der Methode ist auch 
geeignet fur den Parallelbetrieb vieler MeBkanale, was 
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Eine weitere erfindungsgem&Be Verwendung einer 
Vorrichtung dieser Erfindung besteht in der Untersu- 
chung, insbesondere in einem Verdrangungsverfahren, 
von Ligand/Rezeptor-Bindungen, bevorzugt zur Unter- 
suchung von Bindungen von Mediatoren biologischer 
Antworten (biological response mediators), insbesonde- 
re Wachstumsf aktoren/W achstumsf aktoren-Rezeptor, 
DNA-bindendes Protein/spezifische DNA-Sequenz 
und/oder Antikdrper/Antigen. Dieses Verdrangungsex- 
periment bzw. -verfahren kann wie folgt ausgefiihrt 
werden: Beim Wirkstoff-Screening nach dem Verdran- 
gungsverfahren bindet ein bekannter fluoreszenzmar- 
kierter Referenzwirkstoff an einen Rezeptor. Befmden 
sich in der zu untersuchenden Flussigkeit effektivere 
Liganden (d h. bessere Wirkstoffe), so werden sie den 
vorgelegten fluoreszenzmarkierten Referenzwirkstoff 
verdrangen. Wird uber die TPA-FCS das Diff usionsver- 
halten des fluoreszenzmarkierten Referenzwirkstoffes 
gemessen, so ergibt sich eine Zunahme der Diffusions- 
bewegung des nun freien (d. h. kleinere Masse und klei- 
neres Volumen), verdrangten Referenzwirkstoffes. Der 
einfache MeBaufbau, die kurze MeBzeit und die einfach 
erreichbare Parallelisierung erlauben ein effektives 
Wirkstoff-Screening mit hohem Probendurchsatz. 

Im folgenden wird anhand der Zeichnung beispielhaf t 
ein Ausfiihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung mit 
weiteren vorteilhaf ten Ausgestaltungen dargestellt 

Fig. 1 zeigt den schematischen Aufbau eines Ausfiih- 
rungsbeispiels der vorliegenden Erfindung mit n MeB- 
zellen. 

In der Anordnung geraaB Fig. 1 ist ein gepulster La- 
ser 1 eingesetzt, urn fiber Mikroskopobjektive 2a, 2b, 2n 
durch mehrere MeBzellen 3a, 3b, 3n geleitet und inner- 
halb dieser fokussiert zu werden. In den Fokussierberei- 
chen 6 der MeBzellen 3 befinden sich jeweils eine Probe. 
Die Detektion der Partikelfluoreszenz innerhalb der 
Proben erfolgt durch eine optische Abbildung uber eine 
Linse 4 auf einen Photomultiplier 7. Vor dem Photomul- 
tiplier 7 ist ein Filter 5 angebracht Dieses Detektionsfil- 
ter 5 kann bei Einsatz mehrerer fluoreszierender Parti- 
kelsorten und bei geeigneter Wahl der Emissionsspek- 
tren der einzelnen Farbstoffe verwendet werden, um 
durch die Wahl der Beobachtungswellenlange zwischen 
den Partikelsorten zu unterscheiden. 

Die Information der Photomultiplier 7 wird der Aus- 
werteelektronik8 zugefOhrt und dort verarbeitet 

Die vorliegende Erfindung miBt die Fluoreszenzkor- 
relation aus einem sehr kleinen Probenvolumen nach 
dem Prinzip der FCS auf einfache Art und Weise, ohne 
dazu eine aufwendige konfokale Optik benutzen zu 
mussen. Speziell ist die Eignung zum Wirkstoff-Scree- 
ning nach der Methode der Verdrangung eines fluores- 
zenzmarkierten Referenzwirkstoffs mit einfachen Mit- 
tein zu parallelisieren und so preisgunstig und schneli 
durchzufiihren. Durch das Verdrangen des gebundenen, 
fluoreszenzmarkierten Referenzwirkstoffs verringert 
sich der Translationsdiffusionskoeffizient deutlich. Die- 
ser Effekt kann zum Erkennen neuer Wirkstoffe heran- 
gezogen werden. 

Die Gefahr einer Schadigung der Probe wird gegen- 
iiber der bisher ublichen Einphotonenabsorption deut- 
lich gemindert, da bei der Zweiphotonenabsorption die 
Anregung nur im Laserfokus erfolgt, dem eigentlichen 
MeBvolumen, ansonsten geht der Laserstrahl wegen der 
langen Wellenlange ohne Wechselwirkung durch die 
Probe. 
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Mijt Hilfe der ZweiphotoilSh-Fluoreszenz-Korrela- 
tioas-Spektroskopie kann auf einfache Weise das MeB- 
verfahren zur Ermittlung des Diffusionsverhaltens fluo- 
reszenzmarkierter Partikel parallelisiert und somit ef- 
fektiv und kostengQnstig Wirkstoff-Screening betrieben 5 
werden. Das Licht einer einzelnen gepulsten Laserlicht- 
quelle kann durch mehrere MeBzellen geleitet und da- 
bei jeweils in den MeBzellen fokussiert werden, die be- 
dingt durch ihren einfachen Aufbau (Standard-Mikro- 
skopobjektiv bzw. Monomode-Lichtleiter in der Anre- 10 
gung und einfachste Optik im Nachweis) sehr kosten- 
giinstig aufgebaut werden konnen. Gegeniiber konven- 
tionellen Fluoreszenzkorrelationsspektrornetern, die 
auf dem Einsatz eines konfokalen Mikroskops mit den 
oben beschriebenen Nachteilen beruhen, werden der 15 
optische Aufbau vereinf acht, die Justage erleichtert und 
die Kosten und der Zeitaufwand for eine Parallelisie- 
rung drastisch gesenkt 

Die Anwendung von Verfahren und Aufbau ermog- 
licht Wirkstoff-Screening generell und speziell in der 20 
parallelisierten Version kostengunstig und zeiteffektiv. 

Es kann komplett auf die aufwendige, empfindHche 
und teure konfokale Optik verzichtet werden. Die Mes- 
sung kann auch in Probenbehaltern erfolgen, die fOr 
Mikroskopie nicht geeignet sind. Die parallelisierte 25 
Messung ist in einfacher und kostengtastiger Weise 
mdglich. 

Die Gefahr einer Schadigung der Probe wird gegen- 
uber der bisher ublichen Einphotonenabsorption deut- 
lich gemindert, da bei der Zweiphotonenabsorption die 30 
elektronische Anregung nur fan Laserfokus erfolgt, dem 
eigentlichen MeBvoiumen, ansonsten geht der Laser- 
strahl wegen der langen Wellenlange, die auBerhalb des 
Iinearen Absorptionsspektrums liegt, ohne Wechselwir- 
kung durch die Probe. 35 

Patentansprflche 

1. Vorrichtung fiir die Durchfuhrung von iaser-in- 
duzierter Zweiphotonen-Fluoreszenz-Korrela- 40 
tions-Spektroskopie (TPA-FCS), dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mehrere Volumina (6) derart in der 
Vorrichtung umgrenzt bzw. definiert sind, daB in 
diesen Volumina eingebrachte Proben (3) mittels 
eines einzigen Lasers (1) anregbar und parallel be- 45 
obachtbar sind 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Laserstrahl des Lasers (1) derart 
modifiziert ist, daB er mehrere Fokusbereiche, ins- 
besondere solche von weniger als 3 jim, bevorzugt 50 
von weniger als 1 \im radialer Ausdehnung, auf- 
weist, die die Volumina (6) definieren und in denen 
Proben (3) beobachtbar sind. 

3. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB erste Ob- 55 
jektive oder Faseroptiken (2), insbesondere opti- 
sche Objektive, derart vorgesehen sind, daB der 
Laserstrahl mehrmals fokussiert ist. 

4. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB als Laser eo 
(1) ein Ti:Saphir Laser, insbesondere ein gepulster 
modengekoppelter Laser (1), insbesondere ein sol- 
dier mit Pulsen von 80 bis 100 fs FWHM, vorgese- 
hen ist 

5. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 65 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB minde- 
stens 4 Proben (3), vorzugsweise raindestens 10 
Proben (3), insbesondere bis zu 100 Proben (3), par- 
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allel beobachtbar sind. 

6. Vorrichtung nach einera der vorhergehenden 
AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB minde- 
stens ein rait einer Auswerteelektronik (8) verbind- 
barer Photodetektor — Photomultiplier oder Halb- 
ieiterdetektor — (7) vorgesehen ist, auf den der 
Fluoreszenzstrahl einer jeden Probe (3) vorzugs- 
weise in einem Winkel von 90° abgebildet ist. 

7. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Abbil- 
dung des Fluoreszenzstrahls uber ein zweites Ob- 
jektiv, insbesondere Qber eine optische Linse (4) 
und/oder ein Filter (5) erfolgt 

8. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB je Probe 
(3) ein Photodetektor (7) vorgesehen ist und alle 
Signale der Photodetektoren (7) zu einem Rechner 
weitergeleitet werden. 

9. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB die Pro- 
ben (3) in einer Linie angeordnet sind und der La- 
serstrahl geradlinig durch die Proben hindurchtritt 

10. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB einge- 
richtete und fokussierte Objektive f Or den Laser- 
strahl und/oder den Fluoreszenzstrahl arretiert in 
der Vorrichtung angeordnet sind 

11. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, gekennzeichnet durch eine Auswerte- 
elektronik (8), die vorzugsweise fur das Signal vom 
Photodetektor einen Verstarker f Qr das Signal vom 
Photodetektor und/oder einen Korrelator und/ 
oder einen Rechner umfaBt 

12. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 
vorhergehenden Anspriiche zum Wirkstoff-Scree- 
ning. 

13. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 
vorhergehenden Anspriiche zur Untersuchung, ins- 
besondere in einem Verdrsingungsverfahren, von 
Ligand/Rezeptor-Bindungen bevorzugt zur Unter- 
suchung von Bindungen von Mediatoren biologi- 
scher Antworten, insbesondere Wachsturnsfakto- 
ren/W achstumsfaktoren-Rezep tor, DNA-binden- 
des Protein/spezifische DNA-Sequenz und/oder 
Antikorper/ Antigen. 
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